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(57) Abstract 

An immobilization substance, characterized by adhesive proteins (adhesins), isolated from extracellular structures, 
in particular fimbria, pili, external membranes or capsules of Gram-negative bacteria, in particular coli bacteria, for bind- 
ing cells, in particular mammal cells, tissues, pharmaceutical active principles, antibodies and growth factors to carriers. 

(57) Zusammenfassung 

Immobilisiemngssubstanz, gekennzeichnet durch adhasive Proteine (Adhasine), die aus extrazellularen Strukturen, 
insbesondere Fimbrien, Pili, auGeren Membranen oder Kapseln von Gram-negativen Bakterien, insbesondere Colibakte- 
rien, isoliert sind, zur Bindung von Zellen, insbesondere Saugerzellen, Geweben, pharmazeutischen Wirkstoffen, Antikdr- 
pen^Wachstumsfaktoren an Tragern. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 

Code, die zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die internationale 
Anmeldungen gemass dem PCT veroffentlichen. 



AT 


Osterfeicb 


FR 


Frankreich 


MR 


Mauritanien 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


MW 


Malawi 


BB 


Barbados 


GB 


Vereinigtes Konigreich 


NL 


Niederlande 


BE 


Belgien 


HU 


Ungam 


NO 


Norwegen 


BG 


Bulgarien 


nr 


Italien 


RO 


RumSnien 


BJ 


Benin . 


jp 


Japan 


SD 


Sudan 


BR 


Brasilicn 


KP 


Demokratische Vplksrcpublik Korea 


SE 


Schweden 


CF 


Zcntralc Afrikanische Republik 


KR 


Republik Korea 


SN 


Senegal 


CG 


Kongo 


U 


Liechtenstein 


SU 


Soviet Union 


CH 


Schweiz 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tschad 


CM 


Kamerun 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


DE 


Deutschland, Bundesrepublik ' 


MC 


Monaco 


US 


Vereinigte Staaten von Amerika 


DK 


Danemark 


MG 


Madagaskar 






fi 


Finnland 


ML 


Mali 







Beschreibung 



Immob i 1 i s i erungssubs tanz 



Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, eine Immobilisie- 
rungssubstanz zur Bindung von biologischem Material an. 
Tragern zu schaffen. 

Diese Immobilisierungssubstanz ist dadurch gekennzeichnet, 
daB adhasive Proteine, die aus extrazellularen Strukturen, 
insbesonTlere Fimbrien, Pili , auBeren Mernbranen oder Kapseln 
von Gram-negativen Bakterien, insbesondere Colibakterien, 
isoliert sind, verwendet werden. 

Diese adhasiven Proteine (Adhasine) besitzen typischerweise 
ein Molekulargewicht in der Grdfienordnung von 12 000 bis 
30 000 Dalton und kdnnen Kohlehydratkoraponenten von Glyco- 
lipoiden und Glycoproteinen hbherer Zellen erkennen. Diese 
adhasiven Proteine vermitteln die Adharens der Bakterien 
an hohere Zellen (z. B. Ery throzy ten , Lymphozyten) und an 
Gewebe (z. B. Epithel). Diese adhasiven Proteine werden im 
allgemeinen von Saugetier-Proteosen nicht gespalten. 

Diese isolierten adhasiven Proteine (Glycoproteine) bzw. die 
entsprechenden Bindungsstellen dieser Proteine oder der 
Proteinfragmente oder der gegebenenfalls daraus z. B. durch 
Hydrolyse gewonnenen Polypeptide werden erf indungsgemafi zur 
Immobilisierung von Zellen, insbesondere Saugerzellen, Gewe- 
ben, von pharmazeutischen Wirkstoffen, Antikorpern oder 
Wachstumskdrpern an Tragern verwendet. Insbesondere fur die 
Oberflachenaufbereitung von Implantaten lassen sich diese 
adhasiven Proteine als Anhef tf aktoren fur Saugetierzellen 
bzw. Gewebe verwenden. Die Zellen bzw. Gewebe lassen sich 
uber die adhasiven Proteine an der Oberflache eines Implan- 



tatgrundkbrpers quasi irreversibel binden. Als Wachstums- 
faktoren kommen Blutserum Oder Bestandteile davon sowie 
Fibronektin in Frage. Auch eine Kombination aus Stoff- 
wechselprodukten von Zellen und auf biochemischem Weg modi- 
fizierten Naturprodukten sind als Wachstumsfaktoren geeig- 
net. Weitere Wachstumsfaktoren konnen zur Zelldifferenzie- 
rung fuhrende Proteine und Knochensubstanz induzierende Prb- 
teine sein. Bei den Implantaten kann es sich urn extra- 
korporale oder implantierbare kunstliche Organe, Gefafle, 
10 Prothesen, Hautersatz, Zahnersatz, kiinstliche Augenlinsen, 
Kontaktlinsen und dgl. handeln. Durch kovalente Bindung. 
kdnnen die Adhasine an den Implantatoberf lachen gebunden 
sein. 

15 Auch bei der Formulierung von Arzneimitteln lassen sich die 
adhasiven Proteine zur Bindung der pharmazeutischen Wirk- 
stoffe, insbesondere von Blutgerinnungsmitteln, an den TrS- 
gerkbrpern, insbesondere pulverf ormigen Tragerkbrpern, ver- 
wenden. 

20 

Als Tragerkbrper kommen auch Kohlehydratkomponenten von 
Glycolipoiden und Glycoproteinen enthaltenden hbheren Zellen 
in Frage, da diese von den adhasiven Proteinen spezifisch 
erkannt werden. 

25 . 

Ferner kbnnen die adhasiven Proteine als. Immobilisierungs- 
substanz fiir Antikbrper produzierende Zellen, insbesondere 
Saugerzellen, von Gewebe und dgl. verwendet werden. Ferner 
besteht eine Anwendungsmbglichkeit der Adhasine in der Endo- 
30 theliumbildung bei Gef aBverpf lanzungen. 

Eine weitere wichtige Anwendung besteht darin, daB die Ad- 
hasine in der Chirurgie als Gewebekieber zum Einsatz kommen. 
Da die Adhasine wasserlbslich sind, kbnnen sie als Einkompo- 
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2? 



nentenkleber zur Anwendung kommen. Die Anwendungsgebiete 
sind insbesondere die Unfallchirurgie , die Weichteilchirur- 
gie und auch die Leberchirurgie, da in diesen Fallen Nahite 
haufig nicht zum gewiinschten Erfolg fuhren. Gegenuber den 

5 bislang verwendeten Fimbrienklebern, bei denen es sich um 
einen Zweikomponentenkleber handelt, der wahrend der Opera- 
tion angemischt und schnell verarbeitet werden mufl, und in 
der Handhabung daher schwierig und nicht ohne Risiko fur die 
Blutgerinnung ist, treten bei dem Adhasine-Gewebekleber die- 

10 se Nachteile nicht auf. Da Adhasine wasserldslich sind,, kbn- 
nen sie "in Form eines Einkomponentenklebers verwendet wer- 
den. 

Bevorzugt kommen Nicht-Fimbrien-assoziierte Adhasine zum 
1.5 Einsatz, da diese sich mit grbfierer Ausbeute von der Zell- 
oberflache der Bakterien isolieren lassen. Diese Nicht- 
Fimbrien-assoziierten Adhasine, welche bevorzugt aus 
Escherichia Coli-Bakterien gewonnen werden, binden selektiv 
an Humanzellmembranen. Das Molekulargewicht liegt in der 
20 Grofienordnung von 12 000 bis 30 000 Dalton, bevorzugt im 
Bereich von 20 000 Dalton. Die Nicht-Fimbrien-assoziierten 
Adhasine konnen Aggregate bilden. Dieses dann apparente 
Molekulargewicht nach der Aggregatbildung betragt etwa 



10 



6 bis 10 7 Dalton. Ferner sind diese Adhasine wasserldslich. 



25 



Fur die Gewinnung der Adhasine laBt sich f olgendes Verfahren 
durchfUhren. Auf Agar lassen sich in beispielsweise Petri- 
schalen die entsprechenden E. Coli-Bakterien kultivieren. Zur 
Trennung der Adhasine von den Zellmembranen der Bakterien 
30 werden diese zunachst ultrabeschallt und dann durch Ultrazen- 
trifugieren getrennt urid nachfolgende chromatographische Auf- 
reinigung gereinigt. Man erhalt bei der Kultivierung in 100 
Petrischalten mit 14 cm Durchmesser etwa 40 bis 50 mg grob 
gereinigte Adhasine bzw. etwa 30 mg hoch gereinigte Adhasine. 
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Die gewonnenen Nicht-Fimbrien-assoziierten Adhasine konnen. 
je nach E. Coli-Stamm folgende Spezif izitaten aufweisen: 

Spezif itaten bei den Nicht-Fimbrien-assoziierten 
5 Adhasinen (NFA) 

NFA-1: Rezeptor ist das Glycbphorin A (Vorkommen ist vor 
allem auf Erythrozyten, Bindung aber auch an 
Nierenzellen) 

10 

NFA-2: Rezeptor ist das Glycophorin A 
NFA-3: Rezeptor ist das Blutgruppenantigen N 
15 NFA— 4: Rezeptor ist das Blutgruppenantigen M 
NFA-5: Rezeptor ist das Blutgruppenantigen M. 



20 
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Patentanspruche : 



1. Immobilisierungssubstanz, gekennzeichnet durch adhasive 
25 Proteine (Adhasine), die aus extrazellularen Strukturen, 

insbesondere Fimbrien, Pill. auBeren Membranen oder Kapseln 
von Gram-negativen Bakterien, insbesondere Colibakterien, 
isoliert sind, zur Bindung von Zellen, insbesondere Sauger- 
zellen, Geweben, pharmazeutischen Wirkstoffen, Antikdrpern, 
30 Wachstumsfaktoren an Tragern. 

2. Immobilisierungssubstanz nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB durch die Adhasine spezifisch Kohle- 
hydratkomponenten von Glycolipoiden Oder Glycoproteinen er- 

35 kannt bzw. adsorptiv gebunden werden. 
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3. Immobilisierungssubstanz nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die von den Adhasinen erkannten bzw. ge- £ 
bundenen Kohlehydratkomponenten Glycolipoide oder Glyco- 
proteine sind, die in der auBeren Membran von Saugetier^ 

5 zellen vorkommen. 

4. Immobilisierungssubstanz nach den Anspriichen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnetT, da3 die Bindung der Adhasine an 
Saugetier-zellmembranbestandige Glycolipoide oder Glyco- 

10. proteine artspezif isch erfolgt. 

5. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, daB die Adhasine aus extrazellu- 
laren Strukturen von Escherichia Coli-Bakterien isoliert 

15 sind. 

6. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspriiche 1 bis 

5, gekennzeichnet durch Nicht-Fimbrien-assoziierte Adhasine 
aus E.coli. 

20 

7. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspriiche 1 bis 

6, dadurch gekennzeichnet, daB die Adhasine wasserloslich 
sind. 

25 8. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspriiche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet, daB die Nicht-Fimbrien-assoziier- 
ten Adhasine ein Molekulargewicht in der GrdBenordnung von 
12 000 bis 30 000 Dalton aufweisen. 

30 9. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspriiche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet, daB die Nicht-Fimbrien-assoziier- 

ten Adhasine im Aggregationszustand ein apparentes Moleku- 

6 7 - . 

largewicht von etwa 10 bis 10 Dalton aufweisen. z 
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10. Immobilisierungssubstanz nach den Anspruchen 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Adhasine zur Immobilisierung 
von Saugetierzellen und -geweben, insbesondere menschlicher 
Zellen und Gewebe* an Implantate Oder kunstliche Organe ver- 

5 wendet werden. 

11. immobilisierungssubstanz nach. den Anspruchen 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Adhasine zur Formulierung 
oder als WirkstofT von Arzneimitteln oder zur Herstellung 

10 von Diagnostika Verwendung f inden. 

12. Immobilisierungssubstanz nach den Anspruchen 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Adhasine zur Zellkultur 
oder Zelltrennung in vitro Verwendung finden. 

15 

13. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspruche 1 bis 

12, dadurch gekennzeichnet, daB die Adhasine als Gewebe- 
kleber fur menschliches oder tierisches Gewebe ausgebildet 
sind. 

14. Immobilisierungssubstanz nach einem der Anspruche 1 bis 

13, dadurch gekennzeichnet, dafi die Adhasine in einer Ldsung 
(insbesondere waBrigen Losung) vorliegen. 

25 15. Verwendung einer Immobilisierungssubstanz nach einem 
der Anspruche 1 bis 14 fur die Endotheliumbildung an ver- 
pflanzten Gefafien. 



20 
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